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•	AbstrAct

Multiple molecular markers have been studied in the 
search for a diagnostic test that will increase the probabi-
lity of prostate cancer detection and reduce the number of 
unnecessary biopsies. MicroRNAs are constitutive elements 
of molecular identification of benign prostatic hyperpla-
sia and prostate cancer and represent a possible tool that 
could contribute to the development of new opportune and 
reliable diagnostic strategies for prostate disease. 

Objective: To determine the association of microRNA in 
urine for prostate cancer diagnosis in Mexican patients at 
Hospital General “Dr. Manuel Gea González”.

Methods: Thirty patients that underwent prostate biopsy 
from May-July 2010 were included in the study. A urine 
sample was taken from each one after prostate massage 

•	resumen

Se han estudiado múltiples marcadores moleculares, 
en busca de la prueba diagnóstica que aumente la pro-
babilidad de detección de CaP y reduzca el número de 
biopsias innecesarias. Los microRNA son elementos 
constitutivos de identificación molecular de HBP y CaP y 
representan una posible herramienta que contribuya al 
desarrollo de nuevas estrategias de diagnóstico oportu-
no y acertado de la enfermedad prostática. 

Objetivo: Determinar la asociación de microRNA en 
orina para el diagnóstico de CaP en pacientes mexica-
nos en el Hospital General Dr. Manuel Gea González. 

Métodos: De mayo a julio de 2010 se incluyó a 30 
pacientes sometidos a biopsia de próstata, a quienes 
se les tomó una muestra de orina posterior a masaje 
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prostático previo a la biopsia. En la muestra se determi-
nó la concentración de microRNA. Se seleccionaron los 
especímenes que tenían una concentración por arriba 
de 50 ng/mL de microRNA (18/30 muestras); a estas se 
les realizó amplificación de microRNA y cuantificación 
de 373 microRNA con el método PCR en tiempo real. 

Resultados: De los 18 pacientes con miRNA mayor de 
50 ng/mL, nueve resultaron con biopsias positivas y 
nueve con biopsias negativas. De los 373 miRNA cuan-
tificados, 50 miRNA mostraron expresión en las 18 répli-
cas (100%) que se realizaron; sólo 21 de los 50 miRNAs 
se repitieron en todas las muestras y 19 de éstos sobre-
expresados (miR -196b, -574 -3p, let-7b, -7c, -7d, 7e,-7g, miR 
-200b, -149, -20b, -17, -184, -20a, -106a, -671-3p, -148a, 
-429, -31, -100) y sólo dos sub-expresados (miR -150, -328). 

Conclusiones: Se determinó un grupo de 21 miRNAs 
que mostraron expresión significativa en el grupo de 
muestras de CaP. 

Palabras clave: Cáncer de próstata, antígeno prostá-
tico específico, hiperplasia prostática benigna, miRNA, 
México.

a nivel molecular de factores que están implicados en  
la iniciación y progresión del cáncer en humanos. En la 
actualidad, las causas exactas que llevan al desarrollo 
de adenocarcinoma prostático no han sido elucidadas; 
se tiene conocimiento de muchos factores putativos de 
riesgo entre los que se encuentran los andrógenos, la 
dieta, el tabaquismo, el sedentarismo, factores sexuales 
y la obesidad. Aunque los cambios en el estilo de vida y 
prevención de la exposición a contaminantes químicos 
parecen ayudar a disminuir la incidencia de la enferme-
dad, su papel en la etiología del CaP no se ha estableci-
do claramente. La patogénesis del cáncer involucra una 
interacción entre factores ambientales y genéticos; se 
piensa que los factores genéticos contribuyen en 42% al 
riesgo del desarrollo y progreso de la enfermedad.4,5 La 
identificación de marcadores moleculares asociados al 
CaP constituyen un aporte científico que ha mejorado la 
capacidad para detectar individuos en riesgo de padecer 
CaP en nuestros días. El marcador más utilizado para el 
diagnóstico de CaP es el antígeno prostático específico 
(APE); una glucoproteína que se produce en el epitelio 
de la próstata de manera exclusiva, presente en peque-
ñas cantidades en el suero de varones sanos y que se 
acumula con la edad. A pesar de su alta sensibilidad, 

•	IntroduccIón

El cáncer de próstata (CaP) ocupa el segundo lugar en 
frecuencia como neoplasia maligna más entre la pobla-
ción masculina; las cifras más recientes indican que 782 
600 nuevos casos fueron diagnosticados durante 2007 
y el número de muertes asociadas a CaP durante ese 
año se estimó en 254 000; lo que convierte al CaP en 
la sexta causa de muerte por cáncer en hombres a ni-
vel mundial.1 En la actualidad, las principales pruebas 
diagnósticas para el CaP son la exploración rectal y la 
evaluación del antígeno prostático específico (APE); sin 
embargo, aún prevalece la dificultad para diagnosticar el 
cáncer de próstata en etapas tempranas, debido a que 
en muchas alteraciones no relacionadas al cáncer 
de próstata, como la hiperplasia prostática benigna (HPB), 
presentan características que guardan gran semejanza 
con las de las lesiones del CaP.2,3 A la fecha, no existen 
estudios realizados en población mexicana que corre-
lacionen la regulación de genes durante el avance de 
la enfermedad como una firma molecular que pudiera 
ser utilizada como marcador para el diagnóstico tem-
prano de CaP. Con el desarrollo de la tecnología genó-
mica, los esfuerzos se han concentrado en el estudio 

prior to biopsy, determining microRNA concentration from 
the sample. Samples with concentrations above 50 ng/
mL of microRNA (18/30 samples) were selected; from the-
se samples microRNA amplification and microRNA-373 
quantification with real time polymerase chain reaction 
method were carried out. 

Results: Of the eighteen patients with microRNA above 
50 ng/mL, nine had positive biopsy and nine had negati-
ve biopsy. Of the microRNAs-373 quantified, fifty microR-
NAs showed expression in the eighteen replicas (100%) 
that were carried out; only twenty-one of the fifty micro  
RNAs were repeated in all samples; nineteen of them were 
overexpressed (miR-196b, -574-3p, let-7b, -7c, -7d, 7e,-7g, 
miR -200b, -149, -20b, -17, -184, -20a, -106a, -671-3p, 
-148a, -429, -31, -100) and only two were underexpressed 
(miR -150, -328).

Conclusions: A group of 21 microRNAs was determined 
that showed statistically significant expression in the pros-
tate cancer sample group. 

Keywords: Prostate cancer, prostate specific antigen, be-
nign prostatic hyperplasia, miRNA, Mexico.
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tisular, es evidente que la identificación de miRNAs re-
lacionados al CaP podría aportar valiosa información 
sobre las alteraciones moleculares asociadas a la pa-
togénesis del CaP. Recientemente, se han reportado di-
versos estudios de la expresión de miRNAs en muestras 
clínicas de CaP. En un trabajo sobre el perfil de expresión 
de 228 miRNAs en 56 muestras de CaP y siete de tejido 
prostático normal, se logró identificar la expresión dife-
rencial significativa de 42 miRNAs; 39 (87%) se encon-
traban sobre-expresados y seis (13%) sub-expresados 
en las muestras de CaP.12 Esto muestra que la expresión 
de los miRNAs en un tejido tumoral pueden proporcio-
nar información valiosa que permita su clasificación y 
que puede ser aprovechada en el desarrollo de nuevas 
tecnologías de diagnóstico de tipos de cáncer que ac-
tualmente carecen de marcadores moleculares exactos, 
como en el caso del CaP. 

•	objetIvo

Determinar la asociación de miRNAs en orina con el 
diagnóstico de CaP en pacientes mexicanos en el Hospi-
tal General Dr. Manuel Gea González.

•	métodos 

Se realizó un estudio descriptivo, prospectivo y trans-
versal. Se incluyeron 30 pacientes sometidos a biopsia 
de próstata de mayo a julio de 2010 en el servicio de 
Urología del Hospital General Dr. Manuel Gea González. 
Todos los pacientes presentaron un APE sérico mayor a 
4 ng/dL o tacto rectal con sospecha clínica de cáncer de 
próstata. Previo a la biopsia se les realizó masaje pros-
tático y se les tomó 30 mL de orina posterior al mismo. 
Las muestras de orina se mezclaron con 5 mL de una 
solución amortiguadora (RNAlater® RNA Stabilization 
Reagent, AMBION, Austin TX, USA) para estabilización del 
RNA y se mantuvieron en refrigeración a -70°C hasta 
que se procesó la muestra. 

Extracción de RNA total y microRNAs de diferentes 
muestras de orina: Cada muestra se centrifugó a 3000 
rpm durante 15 minutos a 15°C y se decantó el sobre-
nadante para obtener una pastilla que contiene el pa-
quete celular. La pastilla se lavó, agregando 10 ml de 
PBS (solución salina amortiguadora de fosfatos) a pH = 
7.4; se centrifugó a 3000 rpm durante 10 minutos a 15°C 
y se decantó el sobrenadante; determinando en dicha 
muestra la concentración de miRNA. Se seleccionaron 
las muestras que tenían una concentración por arriba 
de 50 ng/ml de miRNA (18/30 muestras); a estos se 
les realizó amplificación de miRNAs y cuantificación de 
373 miRNAs con el método de PCR en tiempo real, con 
el equipo ABI 7900HT Real Time PCR System (Applied 
Biosystems Llc, Foster City, CA USA) y el software Data 

la prueba de niveles en suero de APE carece de espe-
cificidad ya que no permite establecer una diferencia 
confiable entre la HPB, el CaP de tipo agresivo y el no 
agresivo.6,7 El APE3 es un marcador que ha tenido un 
papel importante en el diagnóstico no invasivo de CaP 
en orina; es un miRNA específico de próstata, proba-
blemente no codificante, cuya expresión se encuentra 
anormalmente elevada en neoplasias prostáticas, en 
comparación a lo observado en tejidos adyacentes no-
neoplásicos.8-11 

Aunque no existe un marcador histológico o mo-
lecular que permita hacer una predicción temprana 
del CaP, se están estudiando los (miRNAs) que son se-
cuencias cortas de RNA no codificantes de 18 a 22 nu-
cleótidos que se expresan y desempeñan un papel en 
el control de la expresión génica;12 éstos pueden sufrir 
amplificaciones, deleciones o reacomodos, vinculados 
con el cáncer. 

El crecimiento celular durante el desarrollo animal 
depende de señales moleculares que coordinan cuida-
dosamente lo procesos de proliferación y de muerte ce-
lular, y la velocidad a la cual éstos se llevan a cabo. Sin 
embargo, el cáncer se caracteriza por un crecimiento 
celular en el cual la identidad de las células se ha perdi-
do, existe proliferación extensa y alteración del proceso 
de muerte celular. 

El vínculo más directo entre la función de miRNAs 
y el cáncer en humanos fue quizá demostrado en el 
estudio de Calin y colaboradores, donde observó que 
el miR-15a y miR-16-1 se encuentran codificados en 
la región cromosómica 13q14, deleción cromosómi-
ca que frecuentemente se encuentra en pacientes con 
leucemia linfocítica crónica de linfocitos B (B-CLL). Lo 
cual significa que el miR-15a y miR-16-1 se encuentran 
ausentes o sub-expresados en tejidos de pacientes con 
B-CLL.10 Posteriormente se reportó que ambos miR-
NAs tenían como blanco de acción la región 3´UTR del 
transcrito del gen BCL2, el cual resulta ser un potente 
inhibidor de la apoptosis.12 Lo anterior sugiere contun-
dentemente una actividad supresora de tumores para 
estos dos miRNAs.

Más de la mitad de los miRNAs se encuentran loca-
lizados en regiones del genoma humano susceptibles 
de sufrir amplificaciones, deleciones o re-arreglos en 
tumores malignos, lo que refuerza las hipótesis acerca 
del importante papel de lo miRNAs en la patogénesis del 
cáncer.13-15 Con base en esta información, podría decir-
se que la historia del desarrollo de un tumor está refle-
jada en su patrón de expresión de miRNAs particular. 

La progresión del CaP es un proceso que implica 
múltiples alteraciones moleculares, muchas de las cua-
les se reflejan en cambios de la expresión genética de 
las células. Debido al papel regulatorio de los miRNA 
en la expresión de diversos genes y a su especificidad 
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assist DataAssist™ (Applied Biosystems Llc, Foster City, 
CA USA). Dicho proceso se realizó bajo las siguientes 
condiciones de termociclado: 50°C por dos minutos y 
95°C por 15 seg (activación), seguidos por 40 ciclos 
de 95°C por un minuto (desnaturalización) y 60°C por 
dos minutos (alineamiento y extensión). 

El código Bioconductor del entorno de programa-
ción permite normalizar la fluorescencia detectada du-
rante el proceso de amplificación, respecto a un control 
endógeno y reportar la cantidad de miRNAs en la mues-
tra problema con respecto a un estándar.

Los recursos humanos por parte de la división de 
Urología del Hospital Gea González y la obtención 
de los tubos de transporte y los insumos para la reali-
zación de la amplificación de MicroRNA se aportaron 
por el Instituto Nacional de Medicina Genómica (IN-
MEGEN). Todos los procedimientos se realizaron de 
acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley 
General de Salud en Materia de Investigación para la 
Salud. Título segundo, capítulo I, Artículo 17, Sección 
II, investigación con riesgo mínimo, con hoja de con-
sentimiento informado.

Para determinar cambios estadísticamente significa-
tivos se aplicó la prueba t de Student. 

•	resultAdos

Inicialmente se realizó el aislamiento de RNA a partir de 
las 30 muestras de orina de los pacientes con diagnósti-
co de CaP y 30 con el diagnóstico de HPB. La concentra-
ción de RNA recuperado resultó ser muy variable. Del 
total de muestras estudiadas, se seleccionaron sólo 18 
con una concentración de miRNA superior a 50 ng/ul; 
nueve muestras del grupo de CaP (biopsias positivas) y 
nueve del grupo de HPB (biopsias negativas). La calidad 
del RNA aislado se evaluó por medición de la absorban-
cia a 260 nm y 280 nm. La relación 260nm/280nm en 
las muestras seleccionadas fue inferior a 1.5 y superior 
a 0.7. Para la reacción de RT (transcriptasa reversa) la 
cantidad de RNA empleada se ajustó a 75 ng. Con el 
objetivo de incrementar el número de copias de cada 
miRNA y mejorar su detección durante la reacción de 
PCR en tiempo real, se efectuó por triplicado la reacción 
de pre-amplificación selectiva para miRNAs. La pre-am-
plificación es especialmente útil en nuestro caso, ya que 
en orina la concentración de ácidos nucléicos es menor 
que la que se tiene en tejidos. 

La diferencia de expresión de miRNAs entre CaP y 
HPB se realizó por medio de una comparación entre 
los perfiles de expresión de ambas condiciones, consi-
derando positivo para CaP un cambio dos veces mayor 
en el nivel de expresión de miRNA con respecto a las 
muestras de HPB, a un nivel de significancia estadístico 
de p <0.05. 

Determinamos un conjunto de 21 miRNAs que pre-
sentaron diferencias estadísticamente significativas en-
tre ambos grupos en todas las muestras; identificando 
sobre-expresión de 19 miRNAs (miR-196b, -574-3p, let-
7b, -7c, -7d, 7e,-7g, miR -200b, -149, -20b, -17, -184, 
-20a, -106a, -671-3p, -148a, -429, -31, -100) y sub-ex-
presión en dos (miR -150, -328).34 

•	dIscusIón

Reportes previos de diversos grupos han mostrado que 
es factible utilizar mRNA aislado de orina como mar-
cadores de cáncer de próstata. La determinación del 
mRNA no codificante PCA3 ha mostrado una sensibi-
lidad y una especificidad de 0.69% y 0.86%, respectiva-
mente.7 El poder para discriminar entre CaP y otro tipo 
de neoplasias no malignas como la HPB se incremen-
ta considerablemente con el uso combinado de varios 
marcadores.11,16-23 Las firmas de expresión de miRNAs 
tienen una utilidad potencial en el diagnóstico, pronósti-
co y predicción de la respuesta terapéutica en diversos 
tipos de enfermedades humanas, como en el cáncer, así 
como la diferenciación entre neoplasias benignas y las 
de tipo maligno.24-29 En otro estudio se demostró la pre-
sencia de miRNAs de origen placentario en plasma de la 
madre.30 En adición a estos estudios, se ha demostrado 
que fluidos como la sangre la saliva e incluso la orina 
contienen miRNAs en cantidad detectable; y que dichas 
moléculas se encuentran en una forma relativamen-
te estable y protegidas de la degradación.31-33 Se han 
logrado avances en el desarrollo de métodos para el 
estudio de miRNAs presentes en tejidos de órganos y 
en células. 

Las estimaciones actuales predicen que cerca de 
30% de los genes humanos se encuentran regulados por 
algún miRNA6 y que cada miRNA tiene aproximadamen-
te 200 transcritos blanco, en vertebrados. La variabilidad 
en la cantidad de RNA recuperado puede ser explicado 
por la diferencia interindividual en la cantidad de cé-
lulas prostáticas que se descaman y vierten a la orina. 
El número de pacientes y de muestras utilizadas en 
nuestro estudio es muy pequeño para asegurar que los 
miRNA expresados encontrados tengan una asociación 
directa con cáncer de próstata; sin embargo, en estudios 
realizados en otras instituciones se han encontrado ex-
presión de miRNA similar al nuestro.34

La detección y cuantificación de miRNAs en orina es 
potencialmente útil como marcadores de CaP; el reto 
a continuación es identificar y validar ese conjunto de 
miRNAs marcadores con la finalidad de establecer, 
de manera oportuna, grupos de pronóstico que permi-
tan orientar las decisiones terapéuticas en el tratamien-
to de los pacientes con enfermedad prostática y realizar 
una predicción adecuada de su evolución.
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•	conclusIones

Se determinó un grupo de 21 miRNAs que mostraron di-
ferencia de expresión significativa en el grupo de mues-
tras de CaP.

La detección y cuantificación de miRNAs en orina es 
potencialmente útil como marcadores de CaP. 
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